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body mass index(BMI)が 25 以上を
肥満と定義している。厚生労働省平
















肥満は、様々な疾患の原因として知られており、特に 2 型糖尿病 2や、高血圧
3、脂質異常症 4などの生活習慣病と深い関わりを持っている。2016 年には、239
件の研究を基に肥満と死亡率の関連がメタ解析で検証されている 5。この調査で
は、基礎疾患のない非喫煙者を対象としており、調査の結果、BMI が 20-25 の




Fig 1.1 肥満者の割合の年次推移(20 歳
以上) 









インスリン受容体と結合し V-akt murine thymoma viral oncogene homolog (Akt)を
介して糖輸送体である Glucose transporter type 4 (GLUT4)の膜移動を促進させ、糖
取り込みを促進する。またこのとき、全体の糖の 70%以上が骨格筋で取り込ま






































化した脂肪細胞から腫瘍壊死因子 Tumor necrosis factor (TNFα）、Retinol binding 
protein 4 (RBP-4)や Free fatty acid (FFA)の放出が高まり、全身のインスリン標的臓
器においてインスリン抵抗性が誘導されると考えられている 9,10,11。また、脂肪
組織から分泌されるアディポネクチンは善玉ホルモンとして知られている。ア




























Selenoprotein P を同定し、Selenoprotein P は 2 型糖尿病患者で産生が増強され、
肝臓や骨格筋に作用しインスリン抵抗性を引き起こすことを報告した 16。さらに
その後の研究において、selenoprotein P が血管新生を促進する vascular endothelial 






1-5 肥満関連ヘパトカイン LECT2 
 
leukocyte cell-derived chemotaxin 2 (LECT2)は、1996 年に好中球走化性分子とし
て初めてクローニングされ、151 個のアミノ酸をコードし N 末端に 18 個のシグ





された 22。LECT2 は発生に関わる Wnt/βカテニン負に制御していることが報告
された 23。また、LECT2 は、肝がんを抑制すること 24、さらに LECT2 はマクロ
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ファージの dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing 
non-integrin (DC-SIGN)を介して敗血症を抑制すること 25 や、hepatocyte growth 
factor (HGF)の受容体である c-METのシグナル伝達を不活化させることで肝細胞
癌進行を防ぐこと 26が報告されている。 
我々の研究室では、2014 年に LECT2 が肥満時に認められる骨格筋インスリン
抵抗性惹起において重要な因子であることを報告した 27。この論文において、ヒ
ト肝臓の網羅的な遺伝子解析の結果から 28、肝遺伝子発現量と BMI が正相関す
るヘパトカインとして LECT2 が同定された 27。ヒト血中 LECT2 濃度は BMI や
腹囲などの肥満パラメータと正相関しており、LECT2 が肥満状態においてその
産生が増加するヘパトカインであることが示された。LECT2 ノックアウトマウ









Fig 1.4 肥満時おける LECT2 の過剰産生と LECT2 の骨格筋特異的インス
リン抵抗性惹起メカニズム 
 
(Lan F et al. diabetes 2014) 改訂 
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とで Lect2 遺伝子発現は抑制され、不活性型の AMPK をコードするアデノウイ
ルスベクターを細胞に感染させるとLect2遺伝子発現は上昇した。この結果は、
培養肝細胞での Lect2 遺伝子発現は AMPK によって抑制されることを示す。
AMPK は生体内でエネルギー飢餓に対するセンサーとして働くキナーゼである。
AMPK は飢餓や運動時に増加する細胞内の AMP によって活性化され、活性化
した AMPK は脂肪合成や糖新生を抑制し、糖取り込みや脂質代謝を促進しエネ
ルギー産生を促進する 29,30。さらに、AMPK アクチベーターであるメトホルミ
ンは AMPK の活性化を介して selenoprotein P の発現を抑制することが報告さ
れている 31。一方で、肥満や脂肪肝ではエネルギーの過剰によって AMPK が不
活化することが報告されている 32。これらの結果から、肥満状態ではエネルギ
ーの過剰によって肝臓での AMPK 活性が抑制される結果、肝臓からの LECT2
の過剰産生・過剰分泌が生じ、この LECT2 が骨格筋で JNK を活性化することで
筋インスリン抵抗性が惹起されることが示された (Fig.1.4)。 
 




た 33。この論文では、βカテニンが LECT2 プロモーターに直接結合することで
LECT2 の発現を制御している。 
我々の研究室ではその後、過栄養によって肝細胞の Lect2 遺伝子が上昇する
Figure 1.5.グルコース処置による LECT2 産生誘導 
A: 30 mM のグルコースを 24 時間処置した際の LECT2 産生 





Hepa1-6 細胞に 5 mM グルコースと 30 mM グルコースを 24 時間処置すると、


















Figure 1.7.インスリン処置による LECT2 産生誘導 
H4IIEC3 細胞にインスリンを処置した際の Lect2 遺伝子発現 
A: インスリン濃度依存による Lect2 遺伝子発現の抑制 




各脂肪酸を 0.25 mM で 24 時間処置し





ンスリンによる Lect2 遺伝子発現抑制は低濃度のインスリンでも Lect2 遺伝子






















































Table 1. 栄養アセスメント蛋白 
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の元行った(承認番号 143206)。実験で用いたマウスは 6 週齢の雄性 C57BL/6J
を三共ラボ(Tokyo,Japan)から購入した。マウスは 12 時間の明暗周期管理下で
飼育し、食餌および水は自由摂取出来る環境とした。マウスの餌においては、
Regular diet (RD)として CRF-1(Oriental Yeast Co.,Ltd., Tokyo, Japan)を用い
(Table 2.1) 、 High fat diet(HFD) と し て 60% HFD(D12492:Research 

























Table 2.1. CRF-1 成分組成. 





凍結肝臓組織においては、その重量を測定した後、氷上で 2 ml isopropanol
中で stick homogenizer でホモジナイズした。組織懸濁液を室温で 10 分間振と
うし、3000 rpm で 10 分間遠心分離し、上清を測定に用いた。肝臓中性脂肪含








2-3 total RNA 抽出 
 
培養細胞からは High Pure RNA Kit (Roche, Basel, Switzerland)、肝臓組織からは
High Pure RNA Tissue Kit (Roche, Basel, Switzerland)を用いて RNA 抽出を行った。
また、脂肪組織からは RNeasy® Lipid Tissue Mini Kit (QIAGEN Sciences, Hilden, 
Germny) を用いてRNA抽出を行った。RNA濃度及び純度においてはNanoDrop® 








2-4 cDNA への逆転写反応 
 
 2-3 で単離した RNA 200 ng を、Random primer (N)6, High capacity cDNA Reverse 
Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster, CA, USA)を用いて cDNA 変換した。 
 
2-5 Real-time PCR による検出 
 
 primer & probe set である TaqMan® Gene Expression Assays (Applied Biosystems, 
Foster City, CA, USA)を用いて Real-time PCR を行った。Nuclease-free water 
(Ambion, Foster City, USA) 8 μLに TaqMan® Universal PCR Master Mix (Applied 
Biosystems, Foster City, CA, USA) 10μL、及び各種 TaqMan® primer & probe set 1μL
加えた混合液を 384 well plate に 19μL ずつ添加し、さらに各 well に 2-4 で合成し
た cDNA サンプルを 1 μLずつ加えた。PCR を denature 95℃ 15 秒, anneal/extend 
60℃ 1 分で 40 cycle 行った。 cDNA の増幅、検出は ABI PRISM 7900HT (Applied 
Biosystems, Foster City, CA, USA)で行った。 
 
Real-time PCR で用いる Probe (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)は以下
のものを使用した。 
 



















2-5 マウス血中 LECT2 濃度測定 
 
マウス血清中に含まれる LECT2 タンパクの濃度を、Ab-Match ASSEMBLY 
Mouse LECT2 kit (MLB International, Woburn, MA, USA) を用いて測定した。測定
毎に、付属の LECT2 タンパクを用いて検量線を作成し (Fig 2.2)、20 倍希釈した
血清を用いて測定した。測定波長として Measurement wavelength 450 nm, 
Reference wavelength 620 nm で測定した。また、本キットによる測定では、
LECT2 ノックアウトマウスの血中 LECT2 濃度は検出感度以下であった (Fig 






Figure 2.2 血中 LECT2 濃度検量線. 





















血中インスリン濃度においては、RD 群、HFD 群、リバウンド群に 12 時間の
絶食をかけ、麻酔下で心臓採血した血清サンプルを用いた。濃度測定には Mouse 
insulin ELISA kit (Morinaga Insutitute of Biological Science, Inc., Yokohama, 
Japan) を用い、検量線を作成して血中インスリン濃度を測定した(Fig 2.4)。測








血中グルコース濃度測定においては、RD 群、HFD 群、リバウンド群に 12
時間の絶食をかけ、麻酔下で心臓採血した血清サンプルを用いた。測定には自





実験終了後、RD 群、HFD 群、リバウンド群それぞれを 12 時間の絶食をかけ、
麻酔下でマウスを屠殺し、脂肪組織をサンプリングした。その際、内臓脂肪重
量は右精巣周囲脂肪の重量を測定した。ホルマリン中に保存した脂肪組織から




においては、HS オールインワン蛍光顕微鏡 BZ-9000 で脂肪組織切片の撮影を
した後、BZ-II 解析アプリケーションを用いて測定した。各マウスの脂肪組織切




マウス初代培養肝細胞は 11 週齢の雄性 C57BL/6J マウスから単離した。マウ





1. 前灌流液：1×SC-1  
2. 本灌流液：1×HBSS＋Collagenase（96 U/ml になるように調整） 
灌流後の肝臓組織から以下の手順で肝細胞を採取した。 
1. 4 ℃の DMEM 中に灌流後の肝臓を入れ、肝細胞をバラバラにした。 
2. 肝臓組織懸濁液を、100 μm cell strainer に通して、50×g、2 min、4℃
の条件で遠心分離を行った。 
3. 上清を破棄し、25 mL の PBS で再懸濁した。 
4. Percoll を用いて、細胞を分離し初代培養肝細胞を獲得した。 
5. 得られた初代培養肝細胞はトリパンブルー染色で生細胞数をカウントし、
Collagen coat した 12 well plate に播種した。 
 
10×SC-1 
 ミリ Q   350 ml 
 NaCl    40 g 
 KCl     2 g 
 NaH2PO4･H2O 0.44 g 
 Na2HPO4 0.62 g 
 HEPES 11.9 g 
 NaHCO3 1.75 g 
 EGTA  0.95 g 
 Glucose  4.5 g 
 NaOH で pH を 7.35-7.4 に調整→500 ml にメスアップし濾過滅菌 
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2-10 ラット肝癌由来細胞 H4IIEC3 培養 
 
ラット肝癌由来細胞 H4EIIC3 を、Dulbecco’s Modification of Eagle’s Medium 
(DMEM; Gibco)に 10％ Fetal bovine serum (FBS; Gibco), 100U/mL Penicillin 
(Gibco) 0.1 mg/mL Streptomycin (Gibco)を加え調整した培地を用いて、37℃、飽湿、




2-11 statistical analysis 
 
すべての値を平均値 ± 標準誤差 (SE)として表した。得られた実験結果の統
計解析には、SPSS (the Statistical Package for Social Science ) を用いた。2群間の有
意差はtwo-tailed Student’s t-tests、3群間の有意差はone-way analysis of variance 
(ANOVA)により検定を行いpost-hoc testとしてTurkey’s methodを用いた。血中





















明されていない。本研究では、C57BL/6J マウスを用いて HFD をマウスに給餌
し、食餌誘導性肥満マウスを誘導した後、食餌を RD に切り替えダイエットを
行い、再び HFD に切り替えるリバウンドモデルマウスを作成し、急激な体重変









実験においては 6 週齢の雄性 C57BL/6J マウスを用いた。マウスを実験中
Regular diet (RD)を食べさせる RD 群、実験中 60% High fat diet (HFD)を食べ
させる HFD 群、3 ヶ月間 HFD を給餌し十分な肥満を形成した後、体重が RD
群と同等まで低下するまでの 1 ヶ月間食餌を RD に切り替え、再び体重が HFD
群と同等まで上昇するまでの 40 日間食餌を HFD に切り替えたリバウンド群の
３つにランダムに分けた。このとき食種変更時の体重及び血中 LECT2 濃度変化
を検討した。 
実験中、食餌は 3 日毎に新しいものに取り替えた。実験中の血中 LECT2 濃度
測定のための血清サンプルは尻尾から採血し、すべて随時血を採取した。採取











RD 群:実験中 RD を摂食したマウス(n=7)。 
HFD 群:実験中 HFD を摂食したマウス(n=9)。 
リバウンド群: Cycle 1 においては、十分な肥満を形成させるため 3 ヶ月間 HFD を
給餌した。Cycle 2 においては、リバウンド群の食餌を体重が RD 群と同等になるま
での 1 ヶ月間 RD に切り替えた。Cycle 3 においては、リバウンド群の食餌を体重が
HFD 群と同等になるまでの 40 日間 HFD に切り替えた(n=9)。 
 







本実験ではマウスの食餌を 3 つの Cycle に分け、リバウンド群に対して Cycle 
1 では 3 ヶ月間の HFD を給餌し、その後 Cycle 2 では 1 ヶ月間の RD の給餌に




Cycle 1 においては、RD 群には RD を HFD 群及びリバウンド群には HFD を
3 ヶ月間給餌した。Cycle 1 において、HFD 摂取した HFD 群およびリバウンド
群の体重がなだらかに上昇することを確認し、3 ヶ月間の HFD 摂取後において
は、HFD 群およびリバウンド群の体重と RD 群の体重と比較した結果、HFD
群及びリバウンド群において有意な体重増加を確認した(Fig 3.3)。また Cycle 1
終了時において、HFD 群とリバウンド群の 2 群間には体重差がないことを確認
Figure 3.3.食種変更中のマウス体重変化 
リバウンド群に対して Cycle 1 においては、十分な肥満を形成させるため 3 ヶ月間
HFD を給餌した。Cycle 2 においては、リバウンド群の食餌をリバウンド群の体重
が RD 群の体重と同等になるまでの 1 ヶ月間 RD に切り替えた。Cycle 3 において
は、リバウンド群の食餌をリバウンド群の体重が HFD 群の体重と同等になるまで
の 40 日間 HFD に切り替えた。 
*p<0.05,**p<0.01,***p<0.001 RD 群 vs リバウンド群 




Cycle 2 においては、RD 群には RD を、HFD 群には HFD を、リバウンド群
においては食餌をHFDから RDに切り替え、1ヶ月間各群のマウスに給餌した。
Cycle 2 において RD 群では顕著な体重変化は確認されず、体重は 30 g 前後で
推移した(Fig 3.3)。Cycle 2 において、HFD 群の体重がなだらかに上昇するこ
とを確認し、Cycle 2 期間中で約 5 g の体重増加を確認した(Fig 3.3)。リバウン
ド群の食餌は Cycle 2 開始時に HFD から RD に切り替えた。Cycle 2 開始から
5 日目の時点におけるリバウンド群の体重と HFD 群と体重を比較すると、リバ
ウンド群の体重において有意な体重減少を確認した(Fig 3.3)。その後、リバウン
ド群の体重がなだらかに減少することを確認した(Fig 3.3)。また Cycle 2 終了時
にリバウンド群の体重が RD 群の体重と同等まで低下していることを確認した
(Fig 3.4.B)。 
Cycle 3 においては、RD 群には RD を、HFD 群には HFD を、リバウンド群
においては食餌をRDからHFDに切り替え、40日間各群のマウスに給餌した。 
 
Cycle 3 において RD 群では顕著な体重変化は確認されず、体重は 30 g 前後
で推移した(Fig 3.3)。Cycle 3 において、HFD 群では体重がなだらかに上昇す
Figure 3.4.食種変更時のマウス体重 
A : 3 ヶ月間 HFD を給餌した cycle1 の終了時点の 3 群のマウス体重 
A : 3 ヶ月間 HFD を給餌した後に 1 ヶ月間の RD を給餌した cycle2 の終了時点
の 3 群のマウス体重 
A : 3 ヶ月間 HFD を給餌した後に 1 ヶ月間の RD を給餌し、再び 40 日間 HFD
を給餌した cycle3 の終了時点の 3 群のマウス体重 
*p<0.05,**p<0.01,***p<0.001     ns : not significant. 
C B A 
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ることを確認し、Cycle 3 期間中で約 3 g の体重増加を確認した(Fig 3.3)。リバ
ウンド群の食餌は Cycle 3 開始時に RD から HFD に切り替えた。Cycle 3 開始
から 4 日目の時点におけるリバウンド群の体重と RD 群の体重を比較すると、
リバウンド群の体重において有意な体重増加を確認した(Fig 3.3)。その後、リバ
ウンド群の体重が緩やかに上昇することを確認し、Cycle 3 終了時まで増加し続
けたことを確認した (Fig 3.3)。また Cycle 3 終了時にリバウンド群の体重が
HFD 群の体重と同等まで上昇していることを確認した(Fig 3.4.C)。 







先の実験ではマウスの食餌を 3 つの cycle に分け、リバウンド群に対して
Cycle 1 では 3 ヶ月間の HFD を給餌し、その後 Cycle 2 では 1 ヶ月間の RD の
給餌に切り替え、その後 Cycle 3 において再び 40 日間の HFD を給餌し、リバ





Cycle 2 ではリバウンド群の食餌を HFD から RD に切り替えた。このときの
リバウンド群における1日あたりの摂取カロリーにおいては、RD群およびHFD
群の 1 日あたりの摂取カロリーと比較すると、リバウンド群で有意な減少が確
認された(Fig 3.5.A)。さらに、このとき RD 群の 1 日あたりの摂取カロリーは
HFD 群と比較すると、RD 群において有意な減少を確認した(Fig 3.5.A)。 
Cycle 3 ではリバウンド群の食餌を RD から HFD に切り替えた。このときの
リバウンド群における1日あたりの摂取カロリーにおいては、RD群およびHFD
群の 1 日あたりの摂取カロリーと比較すると、リバウンド群で有意な増加を確
認した(Fig 3.5.B)。さらに、このとき RD 群の 1 日あたりの摂取カロリーは HFD






3-3-3 食種変更時の体重及び血中 LECT2 濃度変化 
 
先の実験ではマウスの食餌を 3 つの cycle に分け、リバウンド群に対して
Cycle 1 では 3 ヶ月間の HFD を給餌し、その後 Cycle 2 では 1 ヶ月間の RD の
給餌に切り替え、その後 Cycle 3 において再び 40 日間の HFD を給餌し、リバ
ウンドモデルマウスを作成した。マウスの食種を変更することで Cycle 1 では体








摂食量は、各 cycle 中に 3 日毎に測定した。RD は 357 kcal/100 g、HFD は 524 
kcal/100 g で計算し、1 日あたりの摂取カロリーを算出した。 
A: Cycle 2 期間中の 1 日あたりの摂取カロリー 





Cycle 1 終了時点での血中 LECT2 濃度においては、HFD 群及びリバウンド
群と RD 群を比較すると、HFD 群及びリバウンド群において血中 LECT2 濃度
の有意な上昇を確認した(Fig 3.6)。 
 
リバウンド群の食餌をHFDから RDに切り替えた Cycle 2開始後 5日目の時
点でのリバウンド群の体重においては、HFD 群と比較すると有意に減少し、RD
群と比較すると有意な高値を示したことを確認した(Fig 3.6)。その後、体重はな
だらかに減少し Cycle 2 開始時から 30 日でリバウンド群の体重は RD 群と同等
まで低下することを確認した(Fig 3.6)。その一方で、Cycle 2 開始後 5 日目の時
点でのリバウンド群の血中 LECT2 濃度は Cycle 2 開始時から急激に減少し、
HFD群と比較すると有意に減少し、RD群と比較すると同等の濃度を示した(Fig 
Figure 3.6.食種変更中のマウス体重変化と血中 LECT2 濃度変化 
血中 LECT2 濃度は、食種を HFD から RD に切り替えた Cycle 2、食種を RD から
HFD に切り替えた Cycle 3 において測定した。 
*p<0.05,**p<0.01,***p<0.001 RD 群 vs リバウンド群 
†p<0.05,††p<0.01,†††p<0.001 HFD 群 vs リバウンド群 
 
Cycle 1 Cycle 2 Cycle 3 
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3.6)。その後、リバウンド群の血中 LECT2 濃度において Cycle 2 開始時から 8
日目にはわずかな上昇を確認したが、10 日目には再び RD 群と同等まで低下す
ることを確認した(Fig 3.6)。 
リバウンド群の食餌を RDからHFDに切り替えた Cycle 3開始後 4日目時点
でのリバウンド群の体重においては、RD 群と比較して有意に上昇し、HFD 群
と比較すると有意な低値を示したことを確認した(Fig 3.6)。その後、体重はなだ
らかに上昇し、Cycle 3 開始時から 40 日で HFD 群と同等まで上昇することを
確認した(Fig3.6)。その一方で、Cycle 3 開始後 4 日目の時点でのリバウンド群
の血中 LECT2 濃度においては、Cycle 3 開始後急激に上昇し、RD 群比較する
と約 1.6 倍まで上昇することを確認した(Fig 3.6)。その後、リバウンド群の血中
LECT2濃度においては、Cycle 3の 4日目以降上昇することを確認した(Fig 3.6)。












リバウンド群の食餌を 3 ヶ月の HFD から RD に切り替えたとき、切り替え後
体重はなだらかに減少し切り替え後 30 日で RD 群と同等まで低下した一方で、
血中 LECT2 濃度は切り替え後急激に減少し、10 日目には RD 群と同等まで低
下した。さらに、リバウンド群の食餌を 1 ヶ月間の RD から HFD に切り替えた
とき、切り替え後体重はなだらかに上昇し切り替え後 40 日で HFD 群と同等ま
で上昇した一方で、血中 LECT2 濃度は切り替え後急激に上昇し、切り替え後 4































































4-3  結果 
 
4-3-1 リバウンドが LECT2 産生に及ぼす影響 
 
本実験では、単回のリバウンドを負荷したリバウンドモデルマウスを作成し、
リバウンドが LECT2 産生に対してどのような影響を与えるかを検討した。 
実験終了後、食後の血中 LECT2 濃度においては、RD 群と比較すると HFD
群およびリバウンド群の血中 LECT2 濃度の有意な上昇を確認した(Fig 4.1)。さ
らに、食後の血中 LECT2 濃度においては、HFD 群と比較するとリバウンド群
の血中 LECT2 濃度の有意な減少を確認した(Fig 4.1)。絶食時でも同様の傾向が
見られ、絶食時の血中 LECT2 濃度においては、RD 群と比較すると HFD 群お
よびリバウンド群の血中LECT2濃度の有意な上昇を確認した(Fig 4.1)。さらに、
絶食時の血中 LECT2 濃度においては、HFD 群と比較するとリバウンド群の血












リバウンド実験終了後、絶食時の血中 LECT2 濃度においては、RD 群と比較
するとHFD群およびリバウンド群の血中 LECT2濃度の有意に上昇し、さらに、
絶食時の血中 LECT2 濃度においては、HFD 群と比較するとリバウンド群の血
中 LECT2 濃度の有意な減少を確認した。LECT2 は肝細胞特異的に発現してい
ることが知られ 21、血中に存在する LECT2 はほぼ肝臓由来である。そこで、肝
臓における Lect2 遺伝子発現を Real-time PCR を用いて測定した。 
肝臓 Lect2 遺伝子発現においては、RD 群と HFD 群およびリバウンド群で比較
すると、RD 群で Lect2 遺伝子発現の有意な減少が確認された(Fig 4.2)。また、
肝臓 Lect2 遺伝子発現においては、HFD 群とリバウンド群で比較すると、リバ
ウンド群で Lect2 遺伝子発現の有意な減少が確認された(Fig 4.2)。血中 LECT2
濃度と肝臓 Lect2 遺伝子発現においては、同様の傾向を確認し、リバウンド群
においては、RD 群より有意に増加し、HFD 群と比較すると有意に減少した。 
 
血中 LECT2 濃度と肝臓 Lect2 遺伝子発現においては、傾向は同様であるが、
各群におけるそれぞれの割合に違いが確認された。RD群とHFD群においては、
血中 LECT2 濃度が HFD 群で約 5 倍に対し、Lect2 遺伝子発現は約 7 倍であっ
た。RD 群とリバウンド群においては、血中 LECT2 濃度がリバウンド群で約 4
倍に対し、Lect2 遺伝子発現は約 4 倍であった。しかしながら、リバウンド群と
Figure 4.2.リバウンド実験後のマウス肝臓 Lect2 遺伝子発現 
実験終了後、マウス肝臓組織を 12 時間の絶食を負荷し、麻酔下で頸椎脱臼を行い
採取した。肝臓における Lect2 遺伝子発現量を Realtime-PCR を用いて定量し、測





HFD 群においては、血中 LECT2 濃度が HFD 群で約 1.3 倍に対し、Lect2 遺伝








して、血中 LECT2 濃度及び肝臓 Lect2 遺伝子発現の有意な減少を確認した。ま
た、LECT2 は骨格筋特異的にインスリン抵抗性を惹起する因子として知られて













































の発現量を Real-time PCR を用いて検討した。 




群と比較すると HFD 群で有意な増大を確認した(Fig 4.5)。さらに、Srebf1 遺伝
子発現においては、HFD 群と比較するとリバウンド群で低下傾向を確認した
(Fig 4.5)。 
脂質合成関連遺伝子である Peroxisome proliferator-activated receptor-γ 
(PPAR-γ:encoded by pparg)は脂質合成遺伝子の主要な調節因子である 55。
Pparg遺伝子発現においてはRD群と比較してHFD群で有意な増大を確認した
(Fig 4.6)。さらに pparg 遺伝子発現においては、HFD 群と比較するとリバウン
ド群で有意な低下を確認した(Fig 4.6)。 
Figure 4.4.リバウンド実験後のマウス肝臓内 Triglyceride 含有量 
実験終了後、マウス肝臓組織を 12 時間の絶食を負荷し、麻酔下で頸椎脱臼を行い











Figure 4.5.リバウンド実験後のマウス肝臓における srebf1 遺伝子発現量 
実験終了後、マウス肝臓組織を 12 時間の絶食を負荷し、麻酔下で頸椎脱臼を行い
採取した。肝臓における srebf1 遺伝子発現量を Real-time PCR を用いて定量し、




Figure 4.6.リバウンド実験後のマウス肝臓における pparg 遺伝子発現量 
実験終了後、マウス肝臓組織を 12 時間の絶食を負荷し、麻酔下で頸椎脱臼を行い
採取した。肝臓における pparg 遺伝子発現量を Real-time PCR を用いて定量し、測








伝子の発現を Real-time PCR を用いて検討した。 
Carnitine palmitoyl transferase 1a (cpt1a:encoded by cpt1a)は脂質代謝関
連遺伝子であり、ミトコンドリア内膜に存在する蛋白質でβ酸化を制御する蛋
白である 56。Cpt1a 遺伝子発現においては、RD 群と比較して HFD 群およびリ
バウンド群で有意な低下を確認した(Fig 4.7)。一方で、Cpt1a 遺伝子発現におい
ては、HFD 群とリバウンド群で有意な差は確認されなかった(Fig 4.7)。 
 
 
Figure 4.7.リバウンド実験後のマウス肝臓における cpt1a 遺伝子発現量 
実験終了後、マウス肝臓組織を 12 時間の絶食を負荷し、麻酔下で頸椎脱臼を行い
採取した。肝臓における cpt1a 遺伝子発現量を Real-time PCR を用いて定量し、測













(Fig 3.4.C)。このとき内臓脂肪重量においては、RD 群と比較すると HFD 群お
よびリバウンド群で有意な減少を確認した(Fig 4.8)。さらに、内臓脂肪重量にお

















て、RD 群と比較すると、HFD 群およびリバウンド群において 100 m 以下の
脂肪細胞数は減少し、100 m 以上の脂肪細胞数の増大を確認した(Fig 4.9)。さ
らに脂肪細胞直径において、HFD群と比較するとリバウンド群において130 m
以上の脂肪細胞数の増大を確認した(Fig 4.9)。 
脂肪細胞の直径の平均値においては、RD 群と比較すると HFD 群及びリバウ
ンド群で有意な増大を確認した(Fig 4.10)。さらに、脂肪細胞の直径の平均値に





















ィポカイン遺伝子発現を Real-time PCR を用いて測定した。 
善玉アディポカインである adiponectin (encoded by adipoq)は脂肪組織から
分泌され、生体内でインスリン感受性の向上やエネルギー消費の亢進など生体
にとって有益な効果をもたらすアディポカインである 59。Adipoq 遺伝子発現に
おいては、RD 群と比較して HFD 群およびリバウンド群で有意な低下を確認し
た(Fig 4.11.A)。一方で Adipoq 遺伝子発現においては、リバウンド群と HFD 群
では有意な差を確認できなかった(Fig 4.11.A)。 
脂肪組織における Peroxisome proliferator-activated receptor-γ (PPAR-
γ:encoded by pparg)はアディポジェネシスを亢進し、脂肪細胞の小型化する転
写因子である。さらに、善玉アディポカインであるアディポネクチンの産生を
制御する転写因子である 60。Pparg 遺伝子発現においては、RD 群と比較して

















量を Real-time PCR を用いて検討した。 
Fatty acid synthase (encoded by fasn)は de novo の脂質合成遺伝子であり、
de novo の脂肪酸合成の主要な酵素である 61。Fasn 遺伝子発現おいては、RD




adipoq 及び pparg 遺伝子発現量を Real-time PCR を用いて定量し、測定値をイン
ターナルコントロールである 18SrRNA発現量を用いて補正した。 
A: Adipoq 遺伝子発現量 







群、HFD 群およびリバウンド群の 3 群間で有意な差は確認できなかった (Fig 
4.12.A)。 
さらに、CD36 (encoded by cd36)は長鎖脂肪酸の受容体として知られ、細胞
内への脂肪酸取り込みを亢進する 62。Cd36 遺伝子発現は RD 群、HFD 群およ
びリバウンド群の 3 群間で有意な差は確認できなかった (Fig 4.12.B)。 
  




fasn 及び cd36 遺伝子発現量を Real-time PCR を用いて定量し、測定値をインター
ナルコントロールである 18SrRNA 発現量を用いて補正した。 
A: Adipoq 遺伝子発現量 
B: pparg 遺伝子発現量 




































臓に蓄積した脂肪の 15%は食餌由来とされ、25%は肝臓における de novo の脂
肪合成によるもの、残りの 60%は血中に存在する NEFA によるものであると報
告されている 63。NEFA は脂肪組織で中性脂肪が分解した際に分泌される。今




その一方で、リバウンド群では de novo の脂肪合成に関連する srebf1 や pparg
の遺伝子発現が HFD 群と比較すると、低値である。このことから、リバウンド
群では de novoの脂肪合成は低下していると考えられる。脂肪組織においては、





























本実験では、RD 群、HFD 群およびリバウンド群の 3 つの背景をもつマウス














RD 群、HFD 群およびリバウンド群の 3 つの背景をもつマウスにおいて、血
中 LECT2 濃度と相関する肥満や脂肪肝パラメータを探索した。 
血中 LECT2 濃度と体重において強い正相関を示すことを確認した (Fig 5.A)。 
血中 LECT2 濃度と血中インスリン濃度において強い正相関を示すことを確認
した (Fig 5.B)。血中 LECT2 濃度と血中グルコース濃度において正相関を示す
ことを確認した (Fig 5.C)。血中 LECT2 濃度と肝臓中性脂肪含有量において強
い正相関を示すことを確認した (Fig 5.D)。 










Figure 5.リバウンド実験後の血中 LECT2 濃度と肥満パラメータの相関 
実験終了後の血中 LECT2 濃度と肥満パラメータの相関は SPSS を用い、Speaman’s 
correlation coefficient 検定を行い、p<0.05 である場合を有意とした。 
A: 血中 LECT2濃度と体重の相関 B: 血中 LECT2濃度と血中インスリン濃度の相
関 C: 血中 LECT2 濃度と血中グルコース濃度の相関 D: 血中 LECT2 濃度と肝臓





本実験では、RD 群、HFD 群およびリバウンド群の 3 つの背景をもつマウス





























サーとして働く AMPK が LECT2 の発現を負に制御していることが報告された
27。 
我々の研究室においてマウス肝がん由来Hepa1-6細胞に 5 mMグルコースと
30 mM グルコースを 24 時間処置すると、培養メディウム中の LECT2 濃度は
30 mM のグルコース処置において 2 倍に上昇した。しかしながら、グルコース
による誘導は短時間の処置では見られずに 24 時間の長期処置のみに見られた。
さらに、Hepa1-6 細胞に脂肪酸であるパルミチン酸を 0.25 mM で 24 時間処置


























LECT2 プロモータールシフェラーゼベクターを 2 種類作成した。 
ヒト LECT2 翻訳開始地点から-2350bp までをクローニングし、pGL3-Basic 
Vector に導入した。作成した LECT2 プロモータールシフェラーゼベクターは
シークエンスで配列が正しいことを確かめた。さらにプロモーター配列には
LECT2 転写開始点 4 箇所が含まれていることを確認した。 
さらに加えて、上流の-4200bp から-2350bp をクローニングし、転写開始に必




インスリンによる LECT2 転写活性の制御 
 
H4IIEC3 細胞を 24well plate に 7x10^4/well 播種し、24 時間後 FuGENE6
を用いて細胞に LECT2 プロモータールシフェラーゼベクターを導入した。導入
後 48 時間培養し 12 時間の starvation をかけ、インスリンを処置した。インス





















マウス初代培養肝細胞は雄性 11 週齢の C57BL/6J マウスから獲得した。初代
培養肝細胞をプレートに播種し、24 時間後新しい培地に交換し、24 時間後 16
時間の starvation を行った。Starvation 後 PBS で wash した後にインスリンを
6 時間処置した。処置後、RNA を回収し、Lect2 遺伝子発現量を Real-time PCR
で測定した。処置培地中に含まれる Dexamethasone や膜透過性 8Bro-cAMP は













・Wiiliam’s E medium 
 
処置培地 
・Wiiliam’s E medium 
・100nM Insulin 
処置培地(cAMP/Dexa) 


















インスリンによる LECT2 プロモーター作用領域を探索した。 






Figure 6.1. インスリン処置による LECT2 プロモーター活性の検討  
H4IIEC3 細胞に LECT2 プロモータールシフェラーゼベクターを導入した。導入
後 48 時間培養し 12 時間の starvation をかけ、インスリンを 6 時間処置した。イン
スリンの処置濃度は、10 ng/ml および 5 g/ml で行った。 
A:LECT2 上流の翻訳開始地点から-2350bp をルシフェラーゼベクターに組み込み、
10 ng/ml のインスリンを 6 時間処置した時の LECT2 転写活性 
B:LECT2 上流の-2350bp から-4200bp をルシフェラーゼベクターに組み込み、5 















による LECT2 抑制効果が H4IIEC3 細胞特異的なものなのかを調べるために、
マウス初代培養肝細胞を用いて検討した。 
Glucose-6-phosphatase catalytic subunit (encoded by g6pc)は糖新生に関わ
る酵素である。 
cAMP 及び Dexamethasone 非存在下では、100 nM のインスリンを 6 時間処
置することで、Lect2 遺伝子発現は有意に上昇した。またこのとき G6pc 遺伝子
発現は検出されなかった。 
cAMP 及び Dexamethasone 存在下では、100 nM のインスリンを 6 時間処置




Figure 6.2. 初代培養幹細胞におけるインスリン処置による LECT2 発現制御の検
討  
マウスから初代培養肝細胞を単離した。16 時間の starvation をかける際に cAMP 1 
mM/Dexamethasone 100 nMを前処置し、6時間 100 nMのインスリンを処置した。
Lect2 及び G6pc 遺伝子発現量を Real-time PCR を用いて定量し、測定値をインタ
ーナルコントロールであるβ-actin 発現量を用いて補正した。 
A: Lect2 遺伝子発現量 










































①マウスの食餌を HFD から RD に切り替えたとき、切り替え後体重はなだら
かに減少し切り替え後 30 日で RD 群と同等まで低下した。一方で、血中 LECT2
濃度は切り替え後急激に減少し、10 日目には RD 群と同等まで低下した。 
②食餌を 1 ヶ月間の RD から HFD に切り替えたとき、切り替え後体重はなだ
らかに上昇し切り替え後 40 日で HFD 群と同等まで上昇した。一方で、血中
LECT2 濃度は切り替え後急激に上昇し、切り替え後 4 日目には RD 群比較する



























①血中 LECT2 濃度は体重と強い正相関を示した。 
②血中 LECT2 濃度は血中インスリン濃度と強い正相関を示した。 
③血中 LECT2 濃度は血中グルコース濃度と正相関を示した。 
④血中 LECT2 濃度は肝臓中性脂肪含有量と強い正相関を示した。 







にするために、LECT2 プロモーター領域をベクターに組み込んだ LECT2 プロ
モータールシフェラーゼベクターを作成し、転写レベルでのインスリンによる





①LECT2 プロモーターの上流-4200 までを導入した、LECT2 プロモーター
ルシフェラーゼベクターを用いた検討では、インスリンの作用領域はなく、イ
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